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(57) Abstract 

The invention concerns single-chain antibodies directed against the p53 protein, capable of being expressed in tumoral cells, capable 
of restoring a DNA binding in vitro and a transcription activator function in vivo. The invention also concerns nucleic acids coding for 
these molecules, the vectors containing them and their uses. 

(57) Abrege* 

La pr6sente invention concerne des anticorps a chaine unique dirigds contre la prot&ne p53, capables d'etre exprimes dans des 
cellules tumorales, capables de restaurer un fonction DNA binding in vitro et une fonction d'activateur transcriptionnel in vivo. Elle 
concerne 6galement les acides nucl&ques codant pour ces molecules, les vecteurs les contenant et leurs utilisations. 
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FRAGMENTS D'ANTICORPS A CHAINE UNIQUE ANTI-P53 

ET UTILISATIONS 

La pr6sente invention concerne un proc6d6 pour restaurer dans des 
cellules pr6sentant une prot6ine p53 mut6e, d6pourvue ou diminu6e de sa 
5 fonction de facteur transcriptionnel, une activit6 de transactivation p53- 
d6pendante. Plus particulferernent, le proc6d6 de I'invention repose sur 
I'utilisation d'anticorps simple chaine capables de Her sp6cifiquement la 
proteine p53 mutee. Elle concerne egalement de nouvelles molecules 
capables de lier sp6cifiquement et efficacement les prolines p53, et 
10 permettant en outre de restaurer une activite p53 dans des cellules 
tumorales, ainsi que les acides nucleiques codant pour ces molecules et les 
vecteurs les contenant Ce proc6d6 et les molecules de I'invention sont 
utilisables in vitro ou ex vivo pour 6tudier le m6canisme d'action de p53 et de 
ses formes mut6es ou pour purifier les prolines p53. lis presentent 
15 egalement des utilisations in vivo, notamment dans des approches 
therapeutiques de restauration d'activite p53 dans des contextes 
pathologiques tels que notamment les cancers. 

La proteine p53 sauvage intervient dans la regulation du cycle 
cellulaire et dans le maintien de I'integrite du genome de la cellule. Cette 
proteine, dont la fonction principale est d'etre un activateur de la transcription 
de certains genes, est susceptible, par un processus non encore bien defini, 
de bloquer la cellule en phase G1 du cycle cellulaire lors de I'apparition de 
mutations au cours de la replication du genome, et d'enclencher un certains 
nombre de processus de reparation de I'ADN. De plus, en cas de mauvais 
fonctionnement de ces processus de reparation ou en cas d'apparition 
d'ev^nements mutationnels trop nombreux pour §tre corrig6s, cette proteine 
est capable d'induire le phenomene de mort cellulaire programmee, appel6 
apoptose. De cette fagon, la prot6ine p53 agit comme un supresseur de 
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tumeur, en eliminant ies cellules anormalement differenciees ou dont le 
genome a ete endommage. 

Cette principale fonction de la p53 depend de sa fonction de facteur 
de transcription, soit en d'autre termes de sa double capacite a reconnattre 
5 des sequences sp6cifiques au niveau de I'ADN genomique et a recruter la 
machinerie generale de transcription. 

La proteine p53 comporte 393 acides amines, qui definissent 5 
domaines fonctionnels : 

- le domaine activateur de la transcription, constitue par Ies 
10 acides amines 1 a 73, capable de lier certains facteurs de la machinerie 

generate de transcription comme la proteine TBP. Ce domaine est aussi le 
siege d'un certain nombre de modifications post-traductionnelles. II est 
egalement le siege d'interactions nombreuses de la proteine p53 avec de 
nombreuses autres proteines et notamment avec la proteine cellulaire mdm2 
15 ou la proteine EBNA5 du virus d'Epstein-Barr (EBV), capables de bloquer la 
fonction de la proteine sauvage. De plus, ce domaine possede des 
sequences d'acides amines dites PEST de susceptibilite a la degradation 
proteolytique. 

- le domaine de liaison a I'ADN, localise entre Ies acides 
20 amines 73 et 315. La conformation de ce domaine central de p53 regule la 

reconnaissance de sequences d'ADN specifiques de la proteine p53. Ce 
domaine est le siege de deux types d'alterations affectant la fonction de la 
proteine sauvage : 

(i) ^interaction avec des proteines bloquant la fonction de la p53 
25 comme I'antigene 'grand T du virus SV40 ou Ies proteines virales E6 des 
virus HPV16 et HPV18 capables de provoquer sa degradation par le systeme 
de I'ubiquitine. Cette derniere interaction ne peut se faire qu'en presence de 
la proteine cellulaire E6ap (enzyme E3 de la cascade de I'ubiquitinilation). 
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(ii) les mutations ponctuelles qui affectent ia fonction de la p53 
et dont la quasi-totalite sont localisees dans cette region. 

- le signal de localisation nucleaire, constitue des acides 
amines 315 a 325, indispensable au bon adressage de la proteine dans le 
compartiment ou elle va exercer sa principale fonction. 

- le domaine d'oligomerisation, constitue des acides amines 325 
a 355. Cette region 325 a 355 forme une structure de type; feuillet 6 (326- 
334)-coude (335-336)-helice a (337-355). Les alterations de fonctions 
localisees dans cette region sont essentiellement dues a Interaction de la 
proteine sauvage avec les differentes formes mutantes qui peuvent conduire 
a des effets variables sur la fonction de la proteine sauvage. 

- le domaine de regulation, constitue des acides amines 365 a 
393, qui est le siege d'un certain nombre de modifications post- 
traductionnelles (glycosylations, phosphorylations, fixation d'ARN,...) qui 
modulent la fonction de la proteine p53 de fagon positive ou negative. Ce 
domaine joue un role extremement important dans la modulation de I'activite 
de la proteine sauvage. 

Le fonctionnement de la proteine p53 peut etre perturbe de differentes 
fagons. 

20 ■ blocage de sa fonction par un certain nombre de facteurs 

comme par exemple I'antigene 'grand T du virus SV40, la proteine EBNA5 
du virus d'Epstein-Barr, ou la proteine cellulaire mdm2. 

- destabilisation de la proteine par augmentation de sa 
susceptibility a la proteolyse, notamment par interaction avec la proteine E6 

25 des virus du papillome humain HPV16 et HPV18, qui favorise I'entree de la 
p53 dans le cycle d'ubiquitinilation. Dans ce cas I'interaction entre ces deux 
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prolines ne peut se faire que par la fixation prealable d'une proteine 
cellulaire, la proteine E6ap dont le site de fixation est mal connu. 

- mutations ponctuelles au niveau du gene de la p53. 

- deletion d'un ou des deux alleles de la p53 

5 Les deux derniers types de modifications sont retrouves dans environ 

50% des differents types de cancer. A cet egard, les mutations du gene de la 
p53 repertoriees dans les cellules cancereuses touchent une tres grande 
partie du gene codant pour cette proteine, et ont pour resultats des 
modifications variables du fonctionnement de cette proteine. On peut 

10 cependant noter que ces mutations sont en grande majorite localisees dans 
la partie centrale de la proteine p53 dont on sait qu'elle est la region de 
contact avec les sequences genomiques specifiques de la proteine p53. Ceci 
explique pourquoi la plupart des mutants de la proteine p53 ont comme 
principale caracteristique de ne plus pouvoir se fixer aux sequences d'ADN 

15 que reconnait la proteine sauvage et ainsi de ne plus pouvoir exercer leur 
role de facteur de transcription. Par ailleurs, certains mutants semblent avoir 
acquis de nouvelles fonctions telles que I'activation de certains genes au 
niveau transcriptionnel. 

On regroupe actuellement I'ensemble de ces modifications dans trois 
20 categories: 

- les mutants dits faibles, dont le produit est une proteine non- 
fonctionnelle, qui, dans le cas de mutation sur un seul des deux alleles, 
n'affecte pas le fonctionnement de la proteine sauvage codee par I'autre 
allele. Les principaux representants de cette categorie sont les mutants H273 

25 et W248, ce dernier etant specifique du syndrome familial de Li-Fraumeni 
d'hypersensibilite aux affections cancereuses. 
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- les mutants dominant-n6gatifs, dont le produit est une proteine 
non-fonctionnelle, qui, dans le cas de mutation sur un seul des deux alleles 
et par interaction avec la proline sauvage, est capable de bloquer le 
fonctionnement de celle-ci par formation d'oligomdres mixtes non-actifs qui 

5 ne peuvent plus se fixer aux sequences d'ADN sp6cifiques de la proteine 
sauvage. Le principal repr6sentant de cette categorie est le mutant G281 . 

- les mutants dominant-oncog6niques, dont le produit est une 
proteine qui est capable d'une part de bloquer la fonction de la proteine 
sauvage comme les mutants de la categorie prec6dente, et d'autre part, de 

10 favoriser par des nrtecanismes mal connus le developpement tumoral, 
presentant ainsi un gain de fonction. Le principal repr6sentant de cette 
categorie est le mutant H175. 

Compte tenu de ses proprtetes anti-tumorales et apoptotiques et de 
son implication dans nombreuses pathologies de type hyperproliferatives, le 

15 g6ne p53 sauvage a ete utilise dans des approches de therapie genique et 
cellulaire. II a en particuiier ete propose de trailer certaines pathologies 
hyperproliferatives, et notament des cancers, par administration in vivo du 
gene p53 sauvage, par restauration des fonctions de p53. L'administration 
peut etre realis6e preterentiellement par des vecteurs viraux et notamment 

20 ad6noviraux (W094/24297) ou r6troviraux (WO94/06910). II a ainsi 6te 
montr6 que Introduction d'un acide nucleique codant pour la proteine p53 
sauvage permettait de restaurer partiellement une regulation normale de la 
croissance cellulaire (Roth et at., Nature Medicine 2 (1996) 985). Des 
strategies alternatives basees sur I'emploi de molecules chimeres ayant des 

25 propri6t6s de type p53 ont egalement 6t6 dfeveloppees (PCT/FR96/01 111). 

Une autre approche pour restaurer les fonctions de la proteine p53 
* sauvage est basee sur la reversion des prot6ines mut6es endog^nes vers un 

ph6notype sauvage, c r est-^-dire pr6sentant les propri6t6s suppresseur de 
tumeur et apoptotiques de la p53 sauvage. Cette approche d§coule de la 



WO 98/18825 PCT/FR97/01921 



mise en Evidence que les pertes de fonction des mutants de p53 sont dues & 
un changement conformationnel de la proteine induit par la/les mutations. A 
cet egard, la demande WO94/12202 montre qu'un anticorps monoclonal 
particulier, design^ pAb421, dirige contre la prot6ine p53, est capable de 
5 restaurer & une certaine classe de mutants fr6quernment repr6sent6s dans 
les cancers humains la fonction de liaison £ I'ADN in vitro. Utilisation de ce 
type de compos6s pr6sente cependant des inconv6nients importants, Ites 
notamment & la quantity 6lev6e d'anticorps n6cessaire (et done aux 
probldmes de production/purification assoctes) et & leur faible penetration 
10 intracellular. 

La presente demande decrit une approche plus performante pour 
restaurer les proprietes sauvage d'un mutant de la proteine p53. La presente 
demande decrit en particulier la construction de ligands particulterernent 
specifiques de la proteine p53, ayant des propri6t6s avantageuses de 

15 restauration des fonctions p53 sauvage. Plus particulterement, la presente 
demande decrit la construction d'anticorps simple chaine (ScFv) sp6cifiques 
de la proteine p53, et notamment la molecule 11D3. La presente demande 
montre en outre que les ScFv sont capables de reconnaitre p53, d'etre 
exprimes efficacement au sein d'une cellule tumorale et de reactiver une 

20 partie de la tonction transact ivatrice d'une certaine classe de mutants de 
p53. 

Par rapport aux methodes de Tart anterieur, cette molecule presente 
des avantages importants et notamment la possibility d'etre exprimee in situ 
dans une cellule tumorale, en quantites importantes. Les resultats presentes 
25 ci-apres sont d'autant plus inattendus que des pertes d'affinite avaient 
souvent 6te observ^es entre un anticorps classique et un ScFv. En outre, la 
demanderesse a montre qu'il est possible d'exprimer les ScFv dans les 
compartiments intracellulaires appropri6s, permettant d'obtenir une activity 
biologique optimale. 
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Un premier objet de I'invention reside done dans un precede pour 
restaurer dans des cellules presentant une proteine p53 mutee une activite 
de transactivation p53-dependante comprenant I'introduction dans ladite 
cellule dun anticorps simple chaine capable de lier specif iquement la 

5 proteine p53 mutee. Avantageusement, le procede de I'invention comprend 
I'introduction dans la cellule d'un acide nucleique comprenant une sequence 
codant pour ledit anticorps simple chaine sous le contrdle d'un promoteur 
fonctionnel dans la cellule. Un autre aspect de I'invention concerne 
I'utilisation d'un anticorps simple chaine chaine capable de lier 

10 specifiquement une proteine p53 mutee pour modifier la conformation de 
ladite proteine. L'invention concerne egalement I'utilisation d'un anticorps 
simple chaine capable de lier specifiquement une proteine p53 mutee pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destin6e au traitement des 
desordres hyperproliferatifs dans lesquels une proteine p53 mutee est 

15 impliquee, ainsi que I'utilisation d'un acide nucleique codant pour un 
anticorps simple chaine capable de lier specifiquement une proteine p53 
mutee pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
traitement des desordres hyperproliferatifs dans lesquels une proteine p53 
mutee est impliquee. 

20 Le procede de I'invention repose done en partie sur la construction, 

la vectorisation et 1'introduction dans des cellules d'anticorps simple chaine 
capables de lier specifiquement une proteine p53 mutee. Les anticorps 
simple-chaine (ScFv) sont constitues essentiellement d'une region VH liee a 
une region VL par un bras. La construction de ScFv et des sequences 

25 d'acides nucleiques codant pour de tels anticorps modifies a ete decrite par 
exemple dans le brevet US4,946,778 ou dans les demandes WO94/02610, 
W094/29446 incorporees a la presente par reference. 

La presente demande decrit plus particulierement la creation d'une 
banque d'hybrid^mes produisant des anticorps diriges contre p53, et la 
30 construction, a partir de cette banque, de ScFv correspondants. Elle decrit 
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6galement le clonage des acides nucteiques correspondants dans des 
vecteurs d'expression et leur transfert dans des cellules. Elle montre 
egalement que ce transfert permet, in vivo, de restaurer efficacement 
I'activite de liaison a I'ADN de mutants de p53 f ainsi que leur activite de 
5 transactivateur. 

Plus particulidrement, le proc6d6 de I'invention met en oeuvre des 
ScFv capables de Her sp6cifiquement un Epitope pr6sent dans la r6gion C- 
terminale de p53, qui porte le domaine d'oligorrterisation et le domaine de 
regulation. A cet 6gard, la presente demande d6crit egalement un test 
10 permettant de selectionner les ScFv poss^dant cette propriete, par technique 



Encore plus pr6terentiellement, les ScFv utilises dans le proc6d§ de 
Invention sont capables de lier specifiquement un epitope present dans la 
region C-terminale de p53 comprise entre les r6sidus 320-393. A cet 6gard, 
15 la demande d6crit & titre d'exemple particulier la construction et ('expression 
du ScFv ScFv421 de s6quence SEQ ID n° 1 et du 11D3 de sequence SEQ 
ID n° 2. 

Le proced6 de I'invention est applicable generalement aux proteines 
p53 mutees ayant perdu, totalement ou partiellement, la capacite de lier 

20 I'ADN, et le procede de Tinvention permet de restaurer cette capacite. Plus 
particulterement, le procede de Tinvention est applicable aux proteines p53 
mutees ayant perdu, totalement ou partiellement, la fonction de facteur 
transcriptionnel de p53 et il permet de restaurer cette fonction. Le niveau de 
restauration peut etre total ou partiel. Avantageusement, il est suffisant pour 

25 permettre au mutant d'exercer une fonction de suppresseur de tumeur, par 
bloquage du cycle cellulaire et/ou par induction d'apoptose. Le procede de 
I'invention permet done de restaurer, au moins partiellement, une activite 
suppresseur de tumeur dans des cellules pr6sentant des prot6ines p53 
mutees endog6nes d6pourvues de cette activite. Avantageusement, il s'agit 
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de prolines mutees presentes dans les cellules tumorales. Comme indique 
ci-avant, differentes formes mutees de la proteine p53 ont ete mises en 
evidence dans les cellules tumorales. On peut citer par exemple les 
proteines p53H273, p53W248 et p53G281. Les exemples presentes ci-apres 
5 montrent en particulier que le procede de I'invention permet de modifier la 
conformation, et les proprietes biologiques de ces mutants, in vitro et in vivo. 
En particulier, ces exemples demontrent que les ScFv 421 et 11D3 sont 
capables de restaurer aux mutants 273 et 248 la capacite de lier 
specifiquement I'ADN, et d'induire la transactivation p53 dependante. 

10 Le procede de I'invention peut etre mis en oeuvre in vitro, ex vivo ou 

in vivo. In vitro ou ex vivo le procede et les molecules de I'invention peuvent 
permettre par exemple d'etudier le mecanisme d'action de p53 et de ses 
formes mutees. En outre, les molecules de I'invention peuvent etre utilisees 
pour la detection ou la purification de proteines p53, par exemple par 

15 couplage sur un support, mise en contact avec une solution contenant des 
proteines p53, suivie eventuellement d'une revelation des complexes formes 
ou d'une elution. In vivo, notamment chez I'homme, ils peuvent permettre, 
dans des contextes pathologiques tels que les desordres hyperproliferatifs 
dans lesquels une deficience en activite p53 est observee, de restaurer cette 

20 fonction. A cet egard, il peut etre utilise en association avec d'autres 
approches evoquees ci-avant (introduction d'un gene p53 sauvage) ou 
egalement en association avec une chimiotherapie (WO96/22101). Toujours 
in vivo, le procede et les molecules de I'invention sont utilisables chez 
I'animal, par exemple pour determiner les niveaux d'expression des ScFv, et 

25 evaluer la possibility d'une approche therapeutique humaine. 

Avantageusement, la cellule presentant une proteine p53 mutee est 
une cellule tumorale mammifere. A cet egard, on peut citer plus 
particulidrement les cellules des cancers du poumon (notamment non a 
petites cellules), du colon, du foie, du cerveau, tete et cou et, plus 
30 generalement, tout cancer dans lesquels une forme mutee de la proteine p53 



WO 98/18825 



PCT/FR97/01921 



10 

est observee. Avantageusement, il s'agit d'une cellule tumorale humaine 
dans laquelle un mutant p53H273, p53W248 et/ou p53G281 est observe 
(poumon, colon, cerveau, tete et cou, foie). L'applicabilite du procede de 
I'invention a une cellule particuliere peut etre determinee aisement selon la 
5 methodologie suivante : La cellule est tout d'abord caracterisee pour la 
presence d'une proteine p53 mutee. Cette prot6ine est ensuite caracterisee 
pour determiner la nature de la mutation. S'il s'agit d'une mutation connue, et 
notamment repertoriee ci-dessus, la cellule peut §tre consideree comme 
susceptible de traitement par le procede de I'invention. S'il s'agit d'une 

10 mutation non-repertoriee, differentes approches sont possibles. La proteine 
mutee peut tout d'abord etre isolee (ou synthetisee artificiellement) et testee 
comme decrit dans les exemples pour son comportement in vitro et in vivo en 
presence de ScFv. Ceci permet d'identifier le ScFv approprie pour restaurer 
les fonctions deficientes de cette proteine. Une autre approche consiste a 

15 tester directement les ScFv sur une culture de cellules, pour determiner 
I'efficacite biologique des ScFv. 

Pour la mise en oeuvre du procede de I'invention, le ScFv est 
avantageusement introduit dans la cellule, in vitro, ex vivo ou in vivo sous 
forme d'un vecteur portant un acide nucleique codant pour ledit ScFv sous 
20 controle d'un promoteur fonctionnel dans ladite cellule. 

Le promoteur est avantageusement choisi parmi les promoteurs 
fonctionnels dans les cellules mammiferes, de preference humaines. Plus 
preferentiellement, il s'agit d'un promoteur permettant I'expression d'un acide 
nucleique dans une cellule hyperproliferative (cancereuse, restenose, etc). A 

25 cet egard, differents promoteurs peuvent etre utilises. II peut s'agir par 
exemple du propre promoteur du gene p53. II peut egalement s'agir de 
regions d'origine differente (responsables de I'expression d'autres proteines, 
ou meme synthetiques). II peut ainsi s'agir de tout promoteur ou sequence 
derivee stimulant ou reprimant la transcription d'un gene de fagon specifique 

30 ou non, inductible ou non, forte ou faible. On peut citer notamment les 
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sequences promotrices de g6nes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut 
s'agir de sequences promotrices issues du g6nome de la cellule cible. Parmi 
les prornoteurs eucaryotes, on peut utiliser en particulier de promoteurs 
ubiquitaires (promoteur des gdnes HPRT, PGK, a-actine f tubuline, etc), de 
5 promoteurs des filaments interm6diaires (promoteur des g£nes GFAP, 
desmine, vimentine, neurofilaments, k6ratine, etc), de promoteurs de gdnes 
therapeutiques (par exemple le promoteur des gdnes MDR, CFTR, Facteur 
VIII, ApoAl, etc), de promoteurs sp6cifiques de tissus (promoteur du gdne 
pyruvate kinase, villtne, prot6ine intestinale de liaison des acides gras, a- 

10 actine du muscle lisse, etc) ou encore de promoteurs r6pondant & un 
stimulus (recepteur des hormones steroides, recepteur de Tacide r6tinoique, 
etc). De meme, il peut s'agir de sequences promotrices issues du genome 
d'un virus, tel que par exemple les promoteurs des g6nes E1A et MLP 
d'adenovirus, le promoteur precoce du CMV, ou encore le promoteur du LTR 

15 du RSV, etc. En outre, ces regions promotrices peuvent etre modifies par 
addition de sequences d'activation, de regulation, ou permettant une 
expression tissu-specifique ou majoritaire. 

Comme indiqu6 ci-avant, la pr6sente demande d6crit 6galement de 
nouvelles molecules ayant des proprietes de liaison et de reversion de 

20 proteines p53 mut§es, particulierement avantageuses. L'invention decrit plus 
pr6cis6ment la construction, la vectorisation et le transfert dans des cellules 
de ScFv particuliers (11D3, 421). La sequence nucleique et peptidique de 
ces ScFv est indiqu6e SEQ ID n° 1 et 2. Les exemples qui suivent montrent 
la capacity particulierement avantageuse de ces molecules (i) de Her 

25 sp6cifiquement les proteines p53 mutees, dans la r6gion C-terminale, (ii) de 
rendre & ces prot6ines mutees la capacit6 de lier I'ADN, et (iii) de rendre & 
ces prot6ines la capacit6 d'activer la transcription. Les exemples montrent en 
outre que ces mol6cules sont correctement exprimees dans les cellules 
tumorales, ce qui permet leur utilisation avantageuse dans des contextes de 

30 d6sordres hyperproliferatifs. Par ailleurs, les propri6t6s des ScFv de 
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Tinvention peuvent egalement §tre am6lior6es. Notarnment, il est connu que 
Taffinite des ScFv est influence par les regions CDR (soulign6es sur la 
sequence) et peut etre am6lior6e par des experiences routinidres de 
mutag6nese/s6Iection. Ainsi, la mutag6n6se sur des anticorps a 6t6 par 
5 exemple d6crite par Marks et coll. (Bio/Technology, 10, 779-783, 1992) et 
par Winter G. et Milstein C. (Nature, 349,293-299, 1991). Les technologies 
d6crites dans ces references peuvent etre appliqu6es & la preparation de 
variants des ScFv ayant une affinity modifi6e selon Tinvention. La selection 
peut ensuite etre faite dans les conditions d6crites dans les exemples. 

10 L'invention a done en outre pour objet la molecule 11D3 dont la 

sequence peptidique est presentee SEQ ID n°2, ainsi que tout variant 
pr6sentant une modification dans les regions CDR, conservant la capacite de 
lier les proteines p53. La modification peut consituer en une deletion, une 
substitution ou une insertion d'un ou plusieurs residus dans les regions CDR. 

15 Avantageusement, la modification porte sur moins de 10 residus. 

La presente invention a egalement pour objet tout acide nucieique 
codant pour le ScFv 1 1D3 ou un variant tel que d6fini ci-avant. 

L'acide nucieique selon Tinvention peut etre un acide ribonucieique 
(ARN) ou desoxyribonucieique (ADN). Avantageusement, il s'agit d'un 

20 ADN compiementaire (ADNc). il peut etre d'origine humaine, animale, 
virale, synthetique ou semi-synthetique. II peut etre obtenu de differentes 
manieres et notarnment par synthese chimique en utilisant les sequences 
presentees dans la demande et par exemple un synthetiseur d'acides 
nucleiques. II peut egalement etre obtenu par criblage de banques au 

25 moyen de sondes specifiques, notarnment telles que d6crites dans la 
demande. II peut encore etre obtenu par des techniques mixtes incluant la 
modification chimique (elongation, deletion, substitution, etc) de 
sequences cribl6es & partir de banques. D*une maniere gen6rale, les 
acides nucleiques de Tinvention peuvent etre prepares selon toute 
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technique connue de rhomme du metier (voir notamment les technologies 
decrites dans les brevets US4,946,778 et WO94/02610, incorpor6s & la 
presente par reference. Une strat6gie classique de construction d'acides 
nucteiques codant pour un ScFv est la suivante : Les cDNA codant pour 
5 les regions VH et VL sont obtenus & partir de Thybridome produisant 
I'anticorps anti-p53 choisi. Pour cela, les ARN totaux de I'hybridome sont 
extraits et soumis & une reaction de transcription inverse en utilisant des 
hexamdres random comme amorces. L'utilisation de ce type d'amorce 
permet d'6viter I'emploi d'amorces specifiques des immunoglobulines. Les 

10 clones d'ADNc obtenus ont une longueur suffisante pour doner les regions 
V. Lorsqu'ils repr6sentent une trop faible fraction des cDNA totaux 
presents, une reaction prealable d'amplification peut etre realisee pour 
produire suffisamment de DNA pour le clonage. Pour cela, les ADNc 
codant pour les regions VH et VL sont amplifies s6par6ment. Les amorces 

15 utilisees sont des oligonucleotides hybridant au niveau des extremites 
opposees des regions variables de chaque chaine (H et L). Le produit 
d'amplification utilisant les amorces specifiques des chaines lourdes et le 
produit d'amplification utilisant les amorces specifiques des chaines 
legeres sont ensuite purifies. Apres purification, les ADNc codant pour les 

20 regions VH et VL de I'anticorps sont assembles en une chaine unique au 
moyen d'un bras nucleotidique (L). Le bras nucleotidique a 6te construit de 
telle sorte que Tune des extremites se lie a Textremite 3' de I'ADNc codant 
pour la region VH et I'autre & I'extremite 5' de I'ADNc codant pour la region 
VL. La sequence du bras code pour le peptide (G4S)3. La sequence 

25 assemble, de 700 pb environ, contient sous forme d'un fragment Ncol- 
Notl, I'enchainement VH-L-VL dont les sequences sont representees SEQ 
ID n° 1 et 2 par exemple. 

Preferentiellement, I'acide nucl6ique selon I'invention est un ADNc 
ou un ARN. 
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L'acide nucleique selon I'invention est avantageusement choisi 

parmi : 

(a) tout ou partie de la sequence SEQ ID n° 2 ou de son brin 
compiementaire, 

5 (b) toute sequence hybridant avec les sequences (a) et codant pour 

un ScFv capable de lier sp6cifiquement la proteine p53, de preference au 
niveau de la region C-terminale, 

(c) les variants de (a) et (b) resultant de la d6generescence du code 
genetique. 

10 La presente invention concerne egalernent toute cassette 

d'expression comprenant un acide nucleique tel que defini ci-avant, un 
promoteur permettant son expression et un signal de terminaison de la 
transcription. 

Dans le precede de I'invention, l'acide est avantageusement 
15 introduit dans les cellules au moyen d'un vecteur d'administration, qui 
permet d'ameliorer (i) Pefficacite de la penetration cellulaire, (ii) le ciblage 
et/ou (iii) la stabilite extra- et intracellulaires. 

Dans un mode de mise en oeuvre particulierement prefere de la 
presente invention l'acide nucleique est incorpore dans un vecteur qui 
20 peut etre d'origine chimique (liposome, nanoparticule, complexe 
peptidique, lipides ou polym^res cationiques, etc) virale (retrovirus, 
Adenovirus, virus de I'herpes, AAV, virus de la vaccine, etc) ou 
plasmidique. 

Utilisation de vecteurs viraux repose sur les proprtet6s naturelles de 
25 transfection des virus. II est ainsi possible d'utiliser par exemple les 
adenovirus, les herpes virus, les retrovirus et les virus ad6no associes. Ces 
vecteurs s'averent particulierement performants sur le plan de la transfection. 
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En particulier, la capacity des adenovirus et des retrovirus a infecter les 
cellules turnorales en font des vecteurs de choix dans le cadre de I'invention. 
A cet egard, dans un mode prefere de mise en oeuvre de I'invention, I'acide 
nucleique est introduit sous forme d'un vecteur retroviral, c'est-a-dire d'un 
5 retrovirus recombinant defectif dont le genome comprend un acide nucleique 
codant pour un ScFv tel que d6fini ci-avant. Dans un autre mode prefere de 
mise en oeuvre de I'invention, I'acide nucleique est introduit sous forme d'un 
vecteur adenoviral, c'est-a-dire d'un adenovirus recombinant defectif dont le 
g6nome comprend un acide nucleique codant pour un ScFv tel que d6fini ci- 
10 avant. 

Le vecteur selon I'invention peut egalement etre un agent non viral 
capable de promouvoir le transfert et I'expression d'acides nucieiques dans 
des cellules eucaryotes. Les vecteurs chimiques ou biochimiques, 
synthetiques ou naturels, represented une alternative int6ressante aux virus 

15 naturels en particulier pour des raisons de cornmodite, de securite et 
egalement par I'absence de limite th6orique en ce qui concerne la taille de 
I'ADN a transfecter. Ces vecteurs synthetiques ont deux fonctions 
principales, compacter I'acide nucleique a transfecter et promouvoir sa 
fixation cellulaire ainsi que son passage a travers la membrane plasmique et, 

20 ie cas echeant, les deux membranes nucieaires. Pour pallier a la nature 
polyanionique des acides nucieiques, les vecteurs non viraux possedent tous 
des charges polycationiques. Dans un procede particulier selon I'invention, le 
vecteur est un vecteur chimique ou biochimique. 

L'invention concerne egalement toute composition comprenant au 
25 moins un acide nucleique tel que defini ci-avant. 

Elle concerne egalement toute composition comprenant au moins 
un vecteur tel que d6fini ci-avant. 
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Elle concerne aussi toute composition comprenant au moins un 
ScFv tel que defini ci-avant. 

Elle concerne egalement des compositions comprenant un acide 
nucleique ou un vecteur tel que defini ci-avant et un acide nucleique ou un 
5 vecteur codant pour la p53 sauvage, pour une utilisation combinee 
simultanee ou espacee dans le temps. 

En raison de leurs proprietes antiproliferatives, les compositions 
pharmaceutiques selon ('invention sont tout particulierement adaptees 
pour le traitement des desordres hyperproliferatifs, tels que notamment les 
10 cancers et la restenose. La presente invention fournit ainsi une methode 
particulierement efficace pour la destruction de cellules, notamment de 
cellules hyperproliferatives. 

Elle peut etre utilisee in vitro ou ex vivo. Dans ce cas, elle consiste 
essentiellement a incuber les cellules en presence d'un ou plusieurs 
15 acides nucleiques (ou d'un vecteur, ou cassette ou directement du ScFv). 
Des doses de 0.01 a 1000 ug de vecteur pour 10 6 cellules, ou une MOI de 
0,1 a 1000 pour un vecteur viral peuvent etre utilisees. 

In vivo, elle consiste a administrer a I'organisme une quantite active 
d'un vecteur (ou d'une cassette) selon I'invention, de preference 

20 directement au niveau du site a traiter (tumeur notamment). A cet egard, 
I'invention a egalement pour objet une methode de destruction de cellules 
hyperproliferatives comprenant la mise en contact desdites cellules ou 
d'une partie d'entre-elles avec un acide nucleique tel que defini ci-avant. 
Pour une utilisation in vivo, I'acide nucleique ou le vecteur utilise dans la 

25 presente invention peut etre formule en vue d'administrations par voie 
topique, orale, parenteral, intranasale, intraveineuse, intramusculaire, 
sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. De preference, I'acide 
nucleique ou le vecteur est utiliso sous une forme injectable. II peut done 
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etre melange £ tout v6hicule pharmaceutiquement acceptable pour une 
formulation injectable, notarnment pour une injection directe au niveau du 
site d. traiter. II peut s'agir en particulier de solutions st6riies, isotoniques, 
ou de compositions s^ches, notarnment lyophilis6es, qui, par addition 
5 selon le cas d'eau st6rilis6e ou de s6rum physiologique, permettent la 
constitution de solut6s injectables. Une injection directe de I'acide 
nucl6ique dans la tumeur du patient est int6ressante car elle permet de 
concentrer I'effet th6rapeutique au niveau des tissus affectes. Les doses 
decide nucl6ique utilis6es peuvent etre adapt6es en fonction de differents 

10 param6tres, et notarnment en fonction du g§ne, du vecteur, du mode 
d'administration utilise, de la pathologie concern6e ou encore de la duree 
du traitement recherch6e. Avantageusement, les doses administr6es in 
vivo sont comprises entre 10 6 et 10 10 pfu pour un vecteur viral tel qu'un 
adenovirus. Par ailieurs, des administrations rep6t6es peuvent 6galement 

15 etre envisagees. 

Toujours in vivo, le procede et les molecules de ('invention peuvent 
etre utilis6es pour 6tudier les m6canismes d'action de p53, et pour 
determiner le potentiel des ScFv sur des modeles animaux. 

La presente invention est avantageusement utilisee in vivo pour la 
20 destruction de cellules en hyperproliferation (i.e. en proliferation 
anormale). Elle est ainsi applicable a la destruction des cellules tumorales 
ou des cellules de muscle lisse de la paroi vasculaire (restgnose). Elle est 
tout particuli6rement appropriee au traitement des cancers dans lesquels 
un mutant de p53 est observe. A titre d'exemple, on peut citer les 
25 adenocarcinomes du colon, les cancers de la thyroTde, les carcinomes du 
poumon, les Ieuc6mies myeloTdes, les cancers colorectaux, les cancers du 
sein, les cancers du poumon, les cancers gastriques, les cancers de 
I'oesophage, les lymphdmes B, les cancers ovariens, les cancers de la 
vessie, les glioblastomes, les h6patocarcinomes, les cancers des os, de la 
30 peau, du pancreas ou encore les cancers du rein et de la prostate, les 
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cancers de I'oesophage, les cancers du larynx, les cancers tete et cou, les 
cancers ano-genitaux HPV positifs, les cancers du nasopharynx EBV 
positifs, les cancers dans lesquels la prot6ine cellulaire mdm2 est 
surexprimee, etc. 

5 La pr6sente invention est d6crite plus en detail dans les exemples qui 

suivent, qui doivent etre consid6res comme illustratifs et non limitatifs. 

Lfeaende des Figures 

Figure 1 : Strategie de criblage des anticorps 

Figure 2 : Mise en evidence de la capacite des anticorps & induire un 
10 retard sur gel de p53. 

Figure 3 : Mise en evidence de la capacite des anticorps & induire un 
retard sur gel de p53H273. 

Figure 4 : Mise en evidence par ELISA de I'association des ScFv avec 
p53 sauvage. Ronds pleins : IgG 11D3 (1 pg/ml au depart); Ronds vides : 
15 IgG 421 (1 |ig/ml au depart); Carres : serum polyclonal biotinyle (1 ng/ml au 
depart); Triangles pleins : ScFv 11D3-myc (au 1 /2 au depart); Triangles vides : 
ScFv 421 -myc (au Vz au depart); Losanges : ScFv irrelevant (anti-CD3, au Vfe 
au depart). 

Figure 5 : Mise en evidence des retards sur gel induits par les ScFv 
20 Figure 6 : Restauration de I'activite de liaison & I'ADN & des mutants 

de p53. 

Figure 7 : Expression du ScFv421 dans les cellules H1299 

Figure 8 : Restauration de I'activite transcriptionnelle du mutant H273 
dans la lignee H358. 
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Figure 9 : Restauration de Tactivite transcriptionnelle du mutant H273 
endogene dans la lignee HT29. 

Exemples 

EXEMPLE 1 : Obtention et criblage de I'anticorps 11D3 

Cet exemple deceit la preparation, ('obtention et la selection 
d'anticorps monoclonaux diriges specifiquement contre la proteine p53 
capables d'activer la fonction de liaison a I'ADN des formes mutees de p53 




10 La proteine p53 sauvage et differentes proteines p53 H273, P 53 

W248, P 53 G281 correspondant a des mutations de la p53 sauvage 
frequemment retrouvees dans des cellules tumorales ont ete produites dans 
des cellules d-insectes Spodoptera frugiperda Sf9 infectees par un 
baculovirus recombinant et purifiees par affinite sur un gel d'agarose sur 
15 lequel a ete couple Tanticorps polyclonal PAb421 ( Leveillard et al. EMBO 
J. 15, 1615-1623 (1996)). Les proteines correspondant aux fragments 1-320 
et 73-320 de la proteine p53 sauvage ont ete produites egalement dans des 
cellules d'insectes Spodoptera frugiperda Sf9 infectees par un baculovirus 
recombinant en suivant les instructions donnees par la Societe Invitrogen 
20 Les ADN complementaires inseres dans le plasmide de transfer! pBlueBaclll 
ont ete generes par des techniques classiques de I'ADN recombinant 
decrrtes par exemple par Sambrook et al. (Sambrook, Fritsch & Maniatis ■ 
Molecular cloning, a laboratory manual, 2nd edition , 1989, Ed. Cold Spring 
Harbor Laboratory). 

25 1.2. Obtention et crihlagp des hyhririnm^Q 

Les souris ont ete immunisees avec un melange equimolaire des trois 
proteines mutantes de P 53 decrites ci-avant et les hybridomes ont ete 
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obtenus en suivant les protocoles operatoires decrits par Harlow et Lane 
(Harlow & Lane : Antibodies, a laboratory manual, 1988, Ed. Cold Spring 
Harbor Laboratory). La selection des hybridomes produisant des anticorps 
monoclonaux diriges contre les proteines mutantes de p53 decrites ci-avant 
5 a ete realisee par la methode de capture de I'anticorps produit dans le milieu 
de culture de I'hybridome dans des puits de plaques 96 puits en PVC dans 
lesquels avait 6te au prealable immobilisee une quantite de 1 microgramme 
du melange equimolaire des trois proteines mutantes de p53 decrites ci- 
avant en suivant les protocoles operatoires decrits par Harlow et Lane 

10 (Harlow & Lane : Antibodies, a laboratory manual, 1988, Ed. Cold Spring 
Harbor Laboratory). Ce premier criblage a permis de selectionner 317 
hybridomes positifs. Apres deux semaines d'amplification des hybridomes, 
les surnageants des hybridomes amplifies ont ete dans un premier temps 
reevalues par la methode (methode 1) de capture de I'anticorps mentionee 

15 ci-avant puis classes en utilisant trois methodes de criblage identiques dans 
le principe a celle mentionee ci-avant sauf que la nature des proteines 
immobilisees etait differente : dans les puits etaient immobilises soit 
(methode 2) la proteine p53 sauvage purifiee, soit (methode 3) un extrait 
proteique de cellules Sf9 produisant le fragment 1-320 de la p53 sauvage, 

20 soit (methode 4) un extrait proteique de cellules Sf9 produisant le fragment 
73-393 de la p53 sauvage. Les extraits proteiques ont ete obtenus par lyse 
par congelations/decongelations dans un tampon phosphate des cellules Sf9 
puis ultracentifugation des debris cellulaires. Sur les 317 surnageants 
d'hybridomes amplifies, 1 62 ne repondaient plus dans la methode 1 . Les 

25 155 restart etaient tous positifs dans la methode 2. parmi ceux-ci, 33 (groupe 
A) etaient negatifs dans les methodes 3 et 4, 115 (Groupe B) etaient positifs 
dans la methode 3 et negatifs dans la methode 4, et enfin 7 (groupe C) 
etaient positifs dans les deux methodes. Les surnageants du groupe B 
correspondent aux surnageants contenant un anticorps dont I'epitope se 

30 situe dans les 73 premiers acides amines de p53. 77 surnagenants de ce 
groupe se sont averes negatifs dans la methode 2 quand ils etaient 



PCT7FR97/01921 

21 

pr§incub6s avec le peptide (1mg/ml) correspondant & la sequence des 40 
premiers acides amines de p53. Un isotypage des anticorps du groupe A, 
des 38 anticorps du groupe B restant apres Elimination des 77 mention6s ci- 
avant et de ceux du groupe C nous a permis d'6liminer les IgM. Ces resultats 
5 sont r6capitules dans la Figure 1 . 

42 anticorps ont ensuite et6 testes pour leur capacity & induire un 
supershift sur un complexe p53/DNA. Apr£s purification sur proline 
A/Sepharose, les anticorps ont 6t6 quantifies. Des experiences de retard sur 
gel ont ete realisees en incubant 30ng de prot6ine p53 de type sauvage 
10 purifiee avec une sonde d'ADN marquee au 32P repr6sentant une sequence 
de fixation sp§cifique de p53. 300ng des divers anticorps ont ensuite 6t6 
ajoutes. Les complexes ont 6t6 r6solus sur gei d'acrylamide. 

Les resultats de la Figure 2 montrent que 27 de ces anticorps etaient 
capables d'induire un supershift. 19 parmi ces 27 ont ete testes en 
15 substituant le mutant His273 a la proteine p53 sauvage dans la meme 
experience de retard sur gel. (Figure 3). Ces 19 anticorps ont tous donne des 
resultats positifs. L'anticorps n°26 presentait un retard plus prononce que 
les autres. Cet anticorps a et6 d§signe 11D3 et utilise dans la suite des 
experiences. 

20 EXEMPLE 2 : Obtention des ScFvs 421 et D3M 

Les ScFvs ont ete obtenus a partir des hybridomes par des techniques 
classiques de biologie moleculaire bas§es sur des PGR & I'aide d'amorces 
degenerees sp6cifiques des regions VH et VL. Le ScFv derive de l'anticorps 
11D3 a ete designe D3M. Sa sequence est representee sur la SEQ ID n°2. 
25 La sequence du ScFv421 est representee sur la SEQ ID n°1 . 

EXEMPLE 3 : Construction de vecteurs d'expression des ScFv 
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Cet exemple decrit la construction de vecteurs utiiisables pour le 
transfert des acides nucleiques de I'invention in vitro ou in vivo. 

3.1. Construction de vecteurs plasmidiques 

Pour la construction de vecteurs plasmidiques, 2 types de vecteurs 
5 ont ete utilises. 

- 1_e vecteur pSV2, d6crit dans DNA Cloning, A practical approach 
Vol.2, D.M. Glover (Ed) IRL Press, Oxford, Washington DC, 1985. Ce 
vecteur est un vecteur d'expression eucaryote. Les acides nucleiques 
codant pour les ScFv ont ete inseres dans ce vecteur sous forme de 

10 fragments Hpal-EcoRV. lis sont ainsi places sous le controle du promoteur 
de I'enhancer du virus SV40. Toutes les constructions decrites dans 
I'exemple 2 ont ete introduces dans ce vecteur pour etre testees dans les 
differents systemes devaluation in vitro et in vivo. 

- Le vecteur pCDNA3 (Invitrogen). II s'agit egalement d'un vecteur 
15 d'expression eucaryote. Les acides nucleiques codant pour les ScFv de 

I'invention sont ainsi places, dans ce vecteur, sous le controle du promoteur 
precoce du CMV. Toutes les constructions decrites dans I'exemple 2 ont ete 
introduites dans ce vecteur sous forme d'un fragment Hind III / Not I. 

3.2. Construction de vecteurs viraux 

20 Selon un mode particulier, I'invention reside dans la construction et 

I'utilisation de vecteurs viraux permettant le transfert et I'expression in vivo 
des acides nucleiques tels que definis ci-avant. 

S'agissant plus particulierement d'adenovirus, differents serotypes, 
dont la structure et les proprieties varient quelque peu, ont ete 
25 caracterises. Parmi ces serotypes, on prefere utiliser dans le cadre de la 
presente invention les ad6novirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) 
ou les adenovirus d'origine animale (voir demande W094/26914). Parmi 
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les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la pr6sente 
invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 
(exemple : Mav1, Beard et aL, Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, 
aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De preference, ('adenovirus 
5 d'origine animale est un adenovirus canin, plus pr6f6rentiellement un 
adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par 
exemple], De preference, on utilise dans le cadre de I'invention des 
adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

Preferentiellement, les adenovirus d6fectifs de I'invention comprenent 

10 les ITR, une sequence permettant I'encapsidation et un acide nucieique 
selon I'invention. Encore plus preferentiellement, dans le genome des 
adenovirus de I'invention, la region E1 au moins est non fonctionnelle. Le 
g§ne viral consider^ peut etre rendu non fonctionnel par toute technique 
connue de Thomme du metier, et notamment par suppression totale, 

15 substitution, deletion partielle, ou addition d'une ou plusieurs bases dans le 
ou les genes considers. De telles modifications peuvent etre obtenues in 
vitro (sur de I'ADN isol6) ou in situ, par exemple, au moyens des techniques 
du genie genetique, ou encore par traitement au moyen d*agents 
mutagenes. D'autres regions peuvent egalernent 6tre modifies, et 

20 notamment la region E3 (WO95/02697), E2 (W094/28938), E4 
(W094/28152, W094/12649, WO95/02697, W096/22378) et L5 
(WO95/02697). Selon un mode pr6f6r6 de mise en oeuvre, I'adenovirus 
selon invention comprend une deletion dans les regions E1 et E4. Selon un 
autre mode de realisation prefere, il comprend une deletion dans region E1 

25 au niveau de laquelle sont inseres la region E4 et I'acide nucieique de 
('invention (W096/13596). Dans les virus de I'invention, la deletion dans la 
region E1 s'6tend preferentiellement des nucleotides 455 a 3329 sur la 
sequence de Tad6novirus Ad5. 

Les adenovirus recombinants detectifs selon ('invention peuvent 
30 etre prepares par toute technique connue de I'homme du metier (Levrero 
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et al., Gene 101 (1991) 195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 
2917). En particulier, ils peuvent etre pr6pares par recombinaison 
homologue entre un adenovirus et un plasmide portant entre autre la 
sequence d'ADN d'interet. La recombinaison homologue se produit apres 
5 co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire 
appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre 
transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences 
capables de complementer la partie du genome de I'adenovirus defectif, 
de preference sous forme integree pour eviter les risques de 

10 recombinaison. A titre d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee 
de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 
59) qui contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche 
du genome d'un adenovirus Ad5 (12 %) ou des lignees capables de 
complementer les fonctions E1 et E4 telles que decrites notamment dans 

15 les demandes n° WO 94/2691 4, WO95/02697 et W096/22378. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et 
purifies selon les techniques classiques de biologie moleculaire, comme 
illustre dans les exemples. 

Concernant les virus adeno-associes (AAV), il s'agit de virus a ADN 
20 de taille relativement reduite, qui s'integrent dans le genome des cellules 
qu'ils infectent, de maniere stable et site-specif ique. Ils sont capables 
d'infecter un large spectre de cellules, sans induire d'effet sur la 
croissance, la morphologie ou la differenciation cellulaires. Par ailleurs, ils 
ne semblent pas impliques dans des pathologies chez I'homme. Le 
25 genome des AAV a ete clone, sequence et caracterise. II comprend 
environ 4700 bases, et contient a chaque extremite une region repet6e 
inversee (ITR) de 145 bases environ, servant d'origine de replication pour 
le virus. Le reste du genome est divise en 2 regions essentielles portant 
les fonctions d'encapsidation : la partie gauche du genome, qui contient le 
30 gene rep implique dans la replication virale et I'expression des genes 
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viraux; la partie droite du genome, qui contient le g6ne cap codant pour 
les prolines de capside du virus. 

Utilisation de vecteurs d6riv6s des AAV pour le transfert de g6nes 
in vitro et in vivo a 6t6 dfecrite dans la literature (voir notamment WO 
5 91/18088; WO 93/09239; US 4,797,368, US5,139,941, EP 488 528). Ces 
demandes d6crivent diff6rentes constructions d6riv6es des AAV, dans 
lesquelles les g6nes rep et/ou cap sont d6l6t6s et rernplac6s par un g§ne 
d'interet, et leur utilisation pour transferer in vitro (sur cellules en culture) 
ou in vivo (directement dans un organisme) ledit g6ne d'interet. Les AAV 

10 recombinants defectifs selon I'invention peuvent §tre prepares par co- ^ 
transfection, dans un lignee cellulaire infect6e par un virus auxiliaire 
humain (par exemple un adenovirus), d'un plasmide contenant une 
sequence nucl6ique de I'invention d'interet bord§e de deux regions 
repetees inversees (ITR) d'AAV, et d'un plasmide portant les genes 

15 d'encapsidation (g6nes rep et cap) d'AAV. Une lignee cellulaire utilisable 
est par exemple la Iign6e 293. Les AAV recombinants produits sont 
ensuite purifies par des techniques classiques. 

Concernant les virus de l'herp§s et les retrovirus, la construction de 
vecteurs recombinants a ete largement decrite dans la literature : voir 

20 notamment Breakfield et al., New Biologist 3 (1991) 203; EP 453242, 
EP1 78220, Bernstein et ai. Genet Eng. 7 (1985) 235; McCormick, 
BioTechnology 3 (1985) 689, etc. En particulier, les retrovirus sont des 
virus integratifs, infectant selectivement les cellules en division, lis 
constituent done des vecteurs d'interet pour des applications cancer. Le 

25 genome des retrovirus comprend essentiellement deux LTR, une 
sequence d'encapsidation et trois regions codantes (gag, pol et env). 
Dans les vecteurs recombinants derives des retrovirus, les g6nes gag, pol 
et env sont generalement d6l6t6s, en tout ou en partie, et remplaces par 
une sequence d'acide nucl6ique h§t6rologue d'int6r§t. Ces vecteurs 

30 peuvent etre realises & partir de differents types de retrovirus tels que 
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notamment le MoMuLV ("murine moloney leukemia virus"; encore designe 
MoMLV), le MSV ("murine moloney sarcoma virus"), le HaSV ("harvey 
sarcoma virus"); le SNV ("spleen necrosis virus"); le RSV ("rous sarcoma 
virus") ou encore le virus de Friend. 

5 Pour construire des retrovirus recombinants selon I'invention 

comportant un acide nucleique selon I'invention. un plasmide comportant 
notamment les LTR, la sequence d'encapsidation et ledit acide nucleique 
est construit, puis utilise pour transfecter une lignee cellulaire dite 
d'encapsidation, capable d'apporter en trans les fonctions retrovirales 

10 deficientes dans le plasmide. G6neralernent, les lignees d'encapsidation 
sont done capables d'exprimer les genes gag, pol et env. De telles lignees 
d'encapsidation ont ete decrites dans I'art anterieur, et notamment la 
lignee PA317 (US4.861.719); la lignee PsiCRIP (WO90/02806) et la 
lignee GP+envAm-12 (WO89/07150). Par ailleurs, les retrovirus 

15 recombinants peuvent comporter des modifications au niveau des LTR 
pour supprimer I'activite transcriptionnelle, ainsi que des sequences 
d'encapsidation etendues, comportant une partie du gene gag (Bender et 
al., J. Virol. 61 (1987) 1639). Les retrovirus recombinants produits sont 
ensuite purifies par des techniques classiques. 

20 Pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est tout 

particulierement avantageux d'utiliser un adenovirus ou un retrovirus 
recombinant defectif. Ces vecteurs possedent en effet des proprietes 
particulierement interessantes pour le transfert de genes dans les cellules 
tumorales. 

25 3.3. Vecteurs chimiques 

Parmi les vecteurs synthetiques developpes, on prefere utiliser dans le cadre 
de I'invention les polymeres cationiques de type polylysine, (LKLK)n, 
(LKKL)n (W095/21931), polyethylene immine (WO96/02655) et DEAE 
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dextran ou encore les lipides cationiques ou lipofectants. Ms possedent la 
propriete de condenser I'ADN et de promouvoir son association avec la 
membrane cellulaire. Parmi ces derniers, on peut citer les lipopolyamines 
(lipofectamine, transfectam, W095/18863, W096/17823) differents lipides 
5 cationiques ou neutres (DOTMA, DOGS, DOPE, etc) ainsi que des peptides 
d'origine nucleaire (WO96/25508). En outre, le concept de la transfection 
ciblee a ete developpe, mediee par un recepteur, qui met a profit le principe 
de condenser I'ADN grace au polymere cationique tout en dirigeant la 
fixation du complexe a la membrane grace a un couplage chimique entre le 

10 polymere cationique et le ligand d'un recepteur membranaire, present a la 
surface du type cellulaire que I'on veut greffer. Le ciblage du recepteur a la 
transferrine, a I'insuline ou du r6cepteur des asialoglycoproteines des 
hepatocytes a ainsi ete decrit. La preparation d'un composition selon 
I'invention utilisant un tel vecteur chimique est realisee selon toute technique 

15 connue de I'homme du metier, generalement par simple mise en contact des 
differents composants. 

EXEMPLE 4 : Les scFvs reconnaissent p53 

L'association des ScFvs avec p53 a ete verifiee en test ELISA. 

Un tag myc a ete fusionne aux scFvs pour permettre leur detection. 
20 Les ScFvs 421 , 1 1 D3 (D3M) et un ScFv controle (anti-CD3) ont ete produits 
a partir de periplasmes de bacteries exprimant ces differents ScFvs. 

Des plaques ELISA coatees a I'aide de p53 purifiee sont incubees 
avec differentes dilutions de I'lgG 11D3, I'lgG 421, un serum polyclonal 
biotynile anti p53, le scFv 1 1 D3, le ScFv 421 et le ScFv anti-CD3. 

25 Les deux IgG sont ensuite revelees par un anticorps secondaire anti 

IgG couple a la phosphatase alcaline. Le serum biotynile est revele par de 
I'extravidine couplee a de la phosphatase alcaline. Les scFvs sont reveles 
par I'anticorps 9E10 anti-myc, puis par un anticorps anti IgG couple a la 
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phosphatase alcaline. Un dosage colorimetrique de I'activite phosphatase 
alcaline est representee sur la figure 4, indiquant que les deux IgG purifiees, 
le serum polyclonal et les ScFvs 421 et 1 1D3 reconnaissent p53 alors que le 
ScFv anti-CD3 est inactif. 

5 EXEMPLE 5 : Les ScFvs sont capabies d'induire un supershift a la p53 
sauvage 

La capacite des ScFvs a activer la fonction DNA binding de la p53 
sauvage a ete testee par des experiences de retard sur gel. 

Un duplex d'ADN representant un site de fixation specifique de p53 a 
10 ete marque au 32P puis incube avec de la p53 sauvage purifiee et differents 
anticorps purifies ou ScFvs produits dans des periplasmes bacteriens. Les 
complexes sont resolus par electrophorese sur gel d'acrylamide. 

Les resultats obtenus sont presentes sur la Figure 5. 

Le complexe ADN/p53 est observe dans la ligne « Basal ». Les 
15 anticorps HR231, pAb421 et 11D3 sont capabies d'induire un retard 
supplemental (supershift) et d'augmenter la quantite de complexe 
ADN/p53. 

Les ScFvs 421 et D3M sont capabies egalement d'induire un 
supershift alors qu'un ScFv controle anti-ras (Y28) est silencieux. Le 
20 ScFv421 , contrairement au ScFv D3M induit une augmentation de la quantite 
de complexe p53/ADN. 

EXEMPLE 6 : Les scFvs sont capabies de restaurer une fonction DNA 
binding a un mutant de p53 

De maniere analogue, Les ScFvs ont ete testes pour leur capacite a 
25 restaurer la fonction DNA binding du mutant Trp248 inactif. Les resultats 
obtenus sont presentes sur la Figure 6. 
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lis montrent que les deux ScFvs induisent I'apparition d'une bande 
retardee correspondant a un comptexe p53/ADN. 

EXEMPLE 7 : Les ScFvs sont correctement exprimes dans des cellules 
tumorales 

5 L'expression des ScFvs a ete verifiee par transfection transitoire de 

vecteurs d'expression (promoteur de SV40) dans des cellules tumorales 
H1299. Plus particulierement, les acides nucleiques ont ete administres sous 
forme d'un vecteur plasmidique de type pSV2 (exemple 3), en presence d'un 
lipide cationique, la lipofectamine. 

10 Les resultats obtenus sont presentes sur la Figure 7. Par Western blot 

sur un extrait total, on observe une bande majoritaire migrant vers les 30kD, 
qui correspond a la taille attendue. et confirme que les molecules sont 
exprimees a des niveaux signiticatifs dans les cellules tumorales. 

EXEMPLE 8 : Les ScFvs sont capables de restaurer partieliement la 
15 fonction transactivatrice des mutants His273. 

La fonctionnalite de ces ScFvs au sein de cellules tumorales sur la 
fonction transactivatrice deficiente des formes mutees de p53 a ete mesuree 
de la facon suivante: 

Des transfections transitoires ont ete reaiisees dans des lignees H358 
20 ou H1299 (toutes deux deletees pour p53) ou dans la lignee HT29 
(comportant le mutant p53 His 273). Ces transfections introduisaient des 
vecteurs d'expression pour la p53 de type sauvage ou les mutants H273 ou 
His175, pour les deux ScFvs et un plasmide rapporteur comprenant le gene 
CAT (chloramphenicol acetyl transferase) sous le controle d'un promoteur 
25 dependant de p53. L'activite CAT mesuree 48h apres transfection est le 
reflet de la fonction transactivatrice de p53. 
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Les resultats de la figure 8 indiquent que dans la lignee H358, les 
deux ScFvs sont capables de reactiver de fagon significative I'activite 
transcriptionnelle du mutant His273. des resultats identiques ont ete obtenus 
dans la lignee H1299. 

De meme, dans la lignee HT29, les deux ScFvs sont capables 
d'augmenter I'activite transcriptionelle du mutant His273 endogene (Figure 
9). 
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SEQUENCES 

SEQ ID n° l : Sequences nucteotidique et peptidique du 421 

5 1/1 31/11 

CAG GTG CAG CTG CAG CAG TCT GGG GCA GAG CTT GTG AGG TCA GGG GCC TCA GTC AAG TTG 
gin val gin leu gin gin ser gly ala glu leu val arg ser gly ala ser val lys leu 
61/21 91/31 

TCC TGC ACA GCT TCT GGC TTC AAC ATT AAA GAC TAC TAT ATG CAC TGG GTG AAG CAG AGG 
10 ser cys thr ala ser gly phe asn ile lys asp tyr tyr met his trp val lys gin arg 
121/41 151/51 

CCT GAA CAG GGC CTG GAG TGG ATT GGA TGG ATT GAT CCT GAG AAT GGT GAT ACT GAA TAT 
pro glu gin gly leu glu trp ile gly trp ile asp pro glu asn gly asp thr glu tyr 
181/61 211/71 
15 GCC CCG AAG TTC CAG GGC AAG GCC ACT ATG ACT GCA GAC ACA TCC TCC AAT ACA GCC TAC 
ala pro lys phe gin gly lys ala thr met thr ala asp thr ser ser asn thr ala tyr 
241/81 271/91 

CTG CAG CTC AGC AGC CTG GCA TCT GAG GAC ACT GCC GTC TAT TAT TGT AAT TTT TAC GGG 
leu gin leu ser ser leu ala ser glu asp thr ala val tyr tyr cys asn phe tyr gly 
20 301/101 331/111 

GAT GCT TTG GAC TAT TGG GGC CAA GGG ACC ACG GTC ACC GTC TCC TCA GGT GGA GGC GGT 
asp ala leu asp tyr trp gly gin gly thr thr val thr val ser ser gly gly gly gly 
361/121 391/131 

TCA GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGA TCG GAT GTT TTG ATG ACC CAA ACT CCA CTC 
ser gly gly gly gly ser gly gly gly gly ser asp val leu met thr gin thr pro leu 
421/141 451/151 

ACT TTG TCG GTT ACC ATT GGA CAA CCA GCC TCC ATC TCT TGC AAG TCA AGT CAG AGC CTC 
thr leu ser val thr ile gly gin pro ala ser ile ser cys lys ser ser gin ser leu 
481/161 511/171 

TTG GAT AGT GAT GGA AAG ACA TAT TTG AAT TGG TTG TTA CAG AGG CCA GGC CAG TCT CCA 
leu asp ser asp gly lys thr tyr leu asn trp leu leu gin arg pro gly gin ser pro 
541/181 571/191 

AAG CGC CTA ATC TAT CTG GTG TCT AAA CTG GAC TCT GGA GTC CCT GAC AGG TTC ACT GGC 
lys arg leu ile tyr leu val ser lys leu asp ser gly val pro asp arg phe thr gly 
35 601/201 631/211 

AGT GGA TCA GGG ACA GAT TTC ACA CTG AAA ATC AAC AGA GTG GAG GCT GAG GAT TTG GGA 
ser gly ser gly thr asp phe thr leu lys ile asn arg val glu ala glu asp leu gly 
661/221 691/231 

GTT TAT TAT TGC TGG CAA GGT ACA CAT TCT CCG CTC ACG TTC GGT GCT GGC ACC AAG CTG 
val tyr tyr cys trp gin gly thr his ser pro leu thr phe gly ala gly thr lys leu 
721/241 
GAA ATC AAA 
glu ile lys 
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SEQ ID n° 2 : S6quences nucleotidique et peptidique du D3M 

1/1 31/11 

5 CAG GTC AAG CTG CAG GAG TCA GGG GCA GAA CTT GTG AGG TCA GGG GCC TCA GTC AAT TTG 

gin val lys leu gin glu ser gly ala glu leu val arg ser gly ala ser val asn leu 

61/21 91/31 

TCC TGC ACA GCT TCT GGC TTC AAC ATT AAA GAG TAC TAT ATG CAC TGG GTG AAA CAG AGG 

ser cys thr ala ser gly phe asn ile lys asr> tvr tvr m*t his trp val lys gin arg 

10 121/41 151/51 

CCT GAA GAG GGC CTG GAG TGG ATT GGA TAT ATT GAT CCT GAG AGT GGT GAA ACT GAA TAT 
pro glu glu gly leu glu trp ile gly tyr ile asp pro glu ser gly glu thr ff i„ *- y r 
181/61 211/71 

GCC CCG AAC TTC CAG GGC AAG GCC ACT GTG ACT GCA GAC ACA TCC TCC AAC ACA GCC TAC 
a l a pro a , sn php Qln Ply lys ala thr val thr ala asp thr ser ser asn thr ala tyr 
241/81 271/91 

CTG CAC CTC AGC AGC CTG ACA TCT GAG GAC ACA ACC GTC TAT TAC TGT AAT GCA GTC ATC 
leu his leu ser ser leu thr ser glu asp thr thr val tyr tyr cys asn ala val ±io 
301/101 331/111 

TAC TAT GAA TAC GAC GGC TAT GCT TTG GAC TAC TGG GGC CAA GGG ACC ACG GTC ACC GTC 
tyr tyr g l u tyr asp g l y tyr a l a l fni asp tyr trp gly gin gly thr thr val thr val 
361/121 391/131 

TCC TCA GGT GGA GGC GGT TCA GGC GGA GGT GGC TCT GGC GGT GGC GGA TCG GAC ATT GAG 
ser ser gly gly gly gly ser gly gly gly gly se r gly gly gly gly ser asp ile glu 
25 421/141 451/151 

CTC ACC CAG TCT CCA TCT TCC CTG GCT GTG TCA GCA GGA GAG AAG GTC GCT ATG AGC TGC 
leu thr gin ser pro ser ser leu ala val ser ala gly glu lys val ala met ser cys 
481/161 511/171 

AAA TCC AGT CAG AGT CTG TTC AAC AGT AGA ACC CGA AAG AAT TAC TTG GCT TGG TAT CAG 
l ys afir 8er gin fff>r lffn nhp asn ser ara thr arn Ivs *sn ty r alA trp tyr gln 

541/181 571/191 

CAG AAA CCA GGG CAG TCT CCT AAA GTG CTG ATC TAC TGG GCA TCC ACT AGG GAA TCT GGA 
gin lys pro gly gin ser pro lys val leu ile tyr trn thr Arrf nllt g<ar . gly 

601/201 631/211 

GTC CCT GAT CGC TTC ACA GGC AGT GGA TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC ATC AGC AGT 
val pro asp arg phe thr gly ser gly ser gly thr asp phe thr leu thr ile ser ser 
661/221 691/231 

GTG CAG GCT GAA GAC CTG GCA GTT TAT TAC TGC AAG CAA TCT TAT AAT CTA CCG ACG TTC 
val gin ala glu asp leu ala val tyr tyr cys lys gin w t Y r asn i w , P ™ t- h r phe 
40 721/241 

GGC GGG GGC ACC AAG CTG GAA ATC AAA 
gly gly gly thr lys leu glu ile lys 
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REVENDICATIONS 

1. Proc6d6 pour restaurer dans des cellules pr6sentant une prot6ine p53 
mut6e une activit6 de transactivation p53-d6pendante cornprenant 
I'introduction dans ladite cellule d'un anticorps simple chaine capable de lier 

5 sp§cifiquement la proteine p53 mut6e. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1 cornprenant Introduction dans ladite 
cellule d'un acide nucl6ique cornprenant une sequence codant pour ledit 
anticorps simple chaine sous le controle d'un promoteur fonctionnei dans la 
cellule. 

10 3. Procede selon la revendication 1 ou 2 caract6ris6 en ce que I'anticorps 
simple chaine est capable de lier specifiquernent un epitope present dans la 
region C-terminale de p53 portant le domaine d'oligomerisation et le domaine 
de regulation. 

4. Procede selon la revendication 3 caracterise en ce que I'anticorps simple 
15 chaine est capable de lier specifiquernent un epitope present dans la region 

C-terminale de p53 comprise entre les residus 320-393. 

5. Procede selon la revendication 3 caracterise en ce que I'anticorps simple 
chaine est choisi parmi le ScFv421 de sequence SEQ ID n° 1 et le 11D3 de 
sequence SEQ ID n° 2. 

20 6. Procede selon la revendication 2 caracterise en ce que Tacide nucleique 
fait partie d'un vecteur. 

7. Procede selon la revendication 6 caracteris6 en ce que le vecteur est un 
vecteur viral. 

8. Procede selon la revendication 7 caracterise en ce que le vecteur est un 
25 adenovirus recombinant d6fectif. 
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9. Proc6de selon la revendication 7 caracterise en ce que le vecteur est un 
retrovirus recombinant defectif. 

10. Procede selon la revendication 7 caracteris6 en ce que le vecteur est un 
AAV recombinant defectif. 

5 11. Proced6 selon la revendication 7 caract6ris6 en ce que le vecteur est un 
HSV recombinant d6fectif. 

1 2. Procede selon la revendication 6 caracterise en ce que le vecteur est un 
vecteur chimique ou biochimique. 

13. Procede selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que la proteine 
10 p53 mutee est d§pourvue d'activite suppresseur de tumeur. 

14. Procede selon la revendication 13 caracterise en ce que la proteine p53 
mutee est une forme presente dans les cellules tumorales. 

15. Procede selon la revendication 14 caracterise en ce que la proteine p53 
mutee est choisie parmi les proteines p53H273, p53W248 et p53G281 . 

15 16. Proced6 selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que la cellule 
presentant une proteine p53 mutee est une cellule tumorale. 

17. Procede selon la revendication 16 caracteris6 en ce que la cellule 
tumorale est une cellule d'une tumeur du poumon, du colon, tete et cou, 
h6patique, du cerveau. 

20 18. Utilisation d'un anticorps simple chaine capable de lier sp6cifiquement 
une proteine p53 mutee pour modifier la conformation de ladite proteine p53 
mutee. 

19. Utilisation d'un anticorps simple chaine capable de lier sp6cifiquement 
une proteine p53 mutee pour la preparation d'une composition 
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pharmaceutique destinee au traitement des d6sordres hyperprolif6ratifs dans 
lesquels une proline p53 mut6e est irnpliqu6e. 

20. Utilisation d'un acide nucl6ique codant pour un anticorps simple chaine 
capable de lier sp6cifiquement une proline p53 mut6e pour la preparation 

5 d'une composition pharmaceutique destin6e au traitement des d6sordres 
hyperprolif6ratifs dans lesquels une prot6ine p53 mutfee est impliqu6e. 

21. La molecule 11D3 ou un variant reconnaissant le meme Epitope ou ayant 
une affinite am6lior6e. 

22. Acide nucteique codant pour une molecule selon la revendication 21. 

10 23. Acide nucleique selon la revendication 22 caract6ris6 en ce qu'il s'agit 
d'un ADNc, d'un ARN, d'un acide synthetique ou semi-synthetique. 

24. Acide nucl6ique selon ia revendication 23 caracterise par la sequence 
SEQ ID n 2. 

25. Composition comprenant un acide nucl6ique selon la revendication 22. 

15 26. Composition comprenant une molecule selon la revendication 21. 

27. Composition pharmaceutique comprenant un acide nucleique selon la 
revendication 22 et un vehicule parmaceutiquement acceptable, pour le 
traitement des d6sordres hyperproliferatifs. 
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ELISA 1-320 / 73-320 

WT + + + 

1-320 + + 

73-320 + 

perdus C-ter N-ter central 

162 33 115 7 



I » Selection des anticorps N-terminaux 



ELISA WT + emplacement par peptides 1-40 / 34-73 

77 anticorps deplaces par 1-40 
27 anticorps deplaces par 34-73 
11 anticorps non deplaces 

| — ► Elimination des IgM | 
Isotypage 
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Basal 
+ HR23 1 
+ pAb42 1 
+ 11D3 
+ ScFv421 (2) 
+ ScFv42 1 (5) 
+ ScFv421 (10) 
+ ScFvD3M (2) 
+ ScFvD3M (5) 
+ ScFvD3M(10) 
+ ScFvY28 (2) 
+ ScFvY28 (5) 
+ ScFvY28 (10) 
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ADOPTS A "MUTANT" -LIKE CONFORMATION WHEN 
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pages 1021-1028, XP000619249 
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WO 94 12202 A (UNIV DUNDEE ;LANE DAVID 
PHILIP (GB); HUPP THEODORE ROBERT (GB)) 9 
juin 1994 

voir le document en entier 

JANNOT C.B. & HYNES N.E.: 
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(suite du point 1 de la premiere feuille) 

Conformement a Particle 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants : 



1. 



2. 



□ 



Les revendications n os 1-18 

se rapportent a un objet a l'egard duquel T administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir : 

Bien que les revendications 1-18 (s'agissant du proc6d§ in vivo) 
concernant une m§thode de traitement du corps humain ou animal, la 
recherche a §t6 effectu§esur la base des effets attribu6s au compost 
ou a la compos ition. 

Les revendications n os 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas sufFisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse £tre efifectuee, en particulier : 



3 . I I Les revendications n os 

I 1 sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 

troisieme phrases de la regie 6. 4. a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d' unite de I 'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L' administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande intemationale, a savoir : 



1 . I I Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 

internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire Fobjet d'une recherche. 

2 . I | Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s *y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 
' — ' justiftant une taxe additionnelle, radrninistration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 

3. I I Comme une partie settlement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
' — ' rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n os : 



4. I I Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
I — ' de recherche internationale ne porte que sur T invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n°" : 



Remarque quant a la reserve | | Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposant. 

| | Le paiement des taxes additionnelles n'etait assort! d' aucune reserve. 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR97/0 1 92 1 



I. Base du rapporT 

1 Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-aprds (les feuilles de remplacement qui ont et6 remises a 
i'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a Particle 14 sont considers, dans le present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elies ne contiennent 
pas de modifications.) : 



Description, pages: 

1-32 version initiale 



Revendications, N°: 

1-27 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/9-9/9 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages: 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3 □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 



4. Observations complementaires, le cas echeant : 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demands intemationale n° PCT/FR97/01 921 



V. Declaration moTTvee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibility 
d application industrielle; citations et explications a l appui de cette declaration 



1. Declaration 
Nouveaute 

Activity inventive 



Oui : Revendications 21-27 

Non : Revendications 1 -20 

Oui : Revendications 

Non : Revendications 1-27 



Possibility d'application industrielle Oui : Revendications 1 -27 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VII. Irregularis dans la demande intemationale 

Les irregularis suivantes, concemant la forme ou le contenu de la demande Internationale, ont et6 constatees 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande intemationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de ia description et des 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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RAPPORT D' EXAM EN Demands international n° PCT/FR97/01921 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



PARTI E V 

1 ) La presente demande ne satisfait pas aux conditions de I'Art. 33 PCT pour 
manque de nouveaute (Art. 33(2) PCT). 

WO-A-9630512 (D1) decrit un anticorps simple chaine qui active la transcription 
de I'ADN par la proteine p53 mutee (voir notamment p. 5, 1. 5-25, p. 6, I. 9-19, p. 
1 1, I. 1 -p. 14, 1. 18, exemples). Cet anticorps est capable de restaurer I'activite de 
la proteine p53 dans les celllules (ex. 9). De plus, la sequence nucleotidique de 
I'anticorps simple chaine specifique de p53 (SEQ ID No 4) est pratiquement la 
meme que la sequence SEQ ID No 1 de la presente demande (99% d'homologie 
sur un total d'une sequence commune de 729 bases (voir les resultats de la 
recherche on line)). 

Le vecteur peut etre un virus recombinant defectif (voir p. 17, I. 20-p. 22, I. 21, rev. 
49-51). 

D1 done detruit la nouveaute de I'objet des revendications 1-20. 

2) L'objet des revendications 21-27 semblerait etre nouveau (Art. 33(2) PCT). 
Toutefois, au vu du fait que des anticorps simple chaine sont connus (voir point 1 
ci-dessus), pour pouvoir reconnaitre une activite inventive audit objet, le 
Demandeur aurait du montrer que la molecule revendiquee a des caracteristiques 
inattendues en comparaison avec la molecule decrite dans D1. 

PARTIE VII 

1 ) Dans certains cas, I'expression "incorpores pas reference" devra etre eliminee 
(voir par ex. les Directives pour I'examen a I'OEB, C-ll, 4.18). 

2) La description ne peut faire reference qu'a des documents deja publies (voir les 
Directives, C-ll, 4.17a); la citation a la p. 5, I. 25, done, aurait due etre corrigee en 
identifiant le document par son numero de publication. 

PARTIE VIII 

Les revendications 21-27 ont trait a la molecule 1 1D3; cette denomination n'a pourtant 
pas de signification generale et, done, rend lesdites revendications pas claires (Art. 6 
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RAPPORT D EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR97/01 921 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE . 

PCT) ; elle aurait due etre remplacee par des caracteristiques claires de la molecule, 
comme par exemple sa sequence. 
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Applicant's or agent's file reference 
ST96030 


rr»D niDTUFD ArTiriM ^ ee Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION Preliminary Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 


International filing date (day/month/year) 


Priority date (day/month/year) 


PCT/FR97/01921 


27 October 1997 (27.10.1997) 


29 October 1996 (29.10.1996) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 




C07K 16/18, C12N 15/13, A61K 39/395 




Applicant 


RHONE-POULENC RORER S.A. 





This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 

□ 



sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). ^ 



These annexes consist of a total of 



sheets. 
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This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial £j^ )licability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

04 May 1998 (04.05.1998) 


Date of completion of this report 

03 February 1999 (03.02.1999) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
European Patent Office 
D-80298 Munich, Germany 

Facsimile No. 49-89-2399-4465 


Authorized officer 
Telephone No. 49-89-2399-0 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



I ^Bational application No. 

PCT/FR97/01921 



I. Basis of the report 



1. This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments, .): 



| | the international application as originally filed. 

the description, pages \-yi 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-27 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/9-9/9 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
.filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

| | the description, pages 

| | the claims, Nos. 



| | the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


InlArtional application No. 
PCT/FR 97/01921 


V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1 . Statement 




Novelty (N) Claims 21-27 YES 


Claims 1-20 NO 


Inventive step (IS) Claims 


YES 


Claims 1-27 NO 


1—97 

Industrial applicability (IA) Claims ± * ' YES 


Claims 


NO 


2. Citations and explanations 




1. The present application fails to comply with the 


requirements of PCT Article 33 as 


it lacks novelty 


(PCT Article 33 (2) ) . 




WO-A-96/30512 (Dl) describes a single-chain antibody 


that activates DNA transcription by a mutated p53 


protein (see, in particular, page 


5, lines 5-25, 


page 6, lines 9-19, page 11, line 


1 to page 14, line 


18, and the examples) .. The antibody is capable of 


restoring p53 protein activity in 


cells (example 9) . 


Moreover, the nucleotide sequence 


of the single- 


chain antibody specific for p53 (SEQ ID No 4) is 


practically identical to SEQ ID No 


1 of the present 


application (99 % homology over a 


total common 


sequence of 729 bases (see the results of the on- 


line search) ) . 




The vector may be a defective recombinant virus (see 


page 17, line 20 to page 22, line 


21 and claims 49- 


51) . 




Therefore, Dl destroys the novelty 


of the subject 


matter of claims 1-20. 




2. The subject matter of claims 21-27 


appears to be 


novel (PCT Article 33(2)). However 


, to enable an 


inventive step to be acknowledged 


for said subject 
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In^^tional application No. 
PCT/FR 97/01921 



v 



matter, the applicant should have shown that the 
molecule claimed has unexpected features in 
comparison with the molecule described in Dl, given 
that single-chain antibodies are known (see point 1 
above) . 
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INTERNATIONAL PRELIMBR\RY EXAMINATION REPORT 



Intentfftpnal application No. 
PC^^R 97/01921 



VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

1. In some cases, the expression "incorporated by way 
of reference" should be removed (see, e.g., the EPO 
examination guidelines, C-II, 4.18). 

2. The description may only refer to previously 
published documents (see the Guidelines, C-II, 
4.17a). Therefore, the citation on page 5, line 25 
should have been corrected by identifying the 
document by means of its publication number. 
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INTERNATIONAL PRELIIvJ^ARY EXAMINATION REPORT 



Intentional application No. 
PC™R 97/01921 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Claims 21-27 relate to molecule 11D3. However, this 
designation does not have a widely recognised meaning and 
thus, renders said claims unclear (PCT Article 6) . It 
should instead have been replaced with clear features of 
the molecule, such as the sequence thereof. 
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TRAITrafe COOPERATION EN MATIERE#) BREVETS 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Reference du dossier du deposant ou / 
du mandataire / 

ST96030 / 


am id <ai iitp voir la notification de transr 
POUR SUITE (formulaire pcT/lSA^20)€ 

A DONNER 


nission du rapport de recherche Internationale 
st, ie cas echeant, le point 5 ci-apres 


Demande intemationale n° / 

PCT/FR 97/01921 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

27/10/1997 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

29/10/1996 


Deposant 

RHONE-POULENC RORER S.A. et al ■ - 



Le present rapport de recherche international, etabU par .•administration chargee de 'a recherche international est transmis au 
de^t coK,ement a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche Internationale comprend 4 feuilles. 

ft] .. est aussi accompagne d'une copie de cheque document relatif a .'etat de la technique qui y est cite. 



1 • 5] 11 a 6t6 estlm ® * UB 06,1311,63 



revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 



2. Q II y a absence d'unite de rinvention (voir le cadre II). 

3 fill U demande intemationale contient la divulgation d'un listage de sequence de nucleotides cu decides amines et la 
^ r^hercheirrtemationaleaeteeffectue^ 

depose avec la demande intemationale 
| — | foumi par le deposant separement de la demande intemationale 

n sans etre accompagnee d'une declaration selon laquelte il n'inclut pas d'elements 
t— 1 aHant au-dela de la divulgation fate dans la demande mtemat.onale telle 
qu'eile a ete deposee. 

| | transcrit par I'administration 

4. Encequiconcemeletitre,[x] le texle est approuve tel qull a ete remise par le deposant. 

| | Le texte a ete etabii par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui conceme I'abrege, 

[y] le texte est approuve tel qu*il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabii par I'administration . . 

ntate38 2b) U "deposant peut presenter des observations a 1'adm.n.stration dans un d6la. 
tfun rS f» oSJSSK date ^expedition du present rapport de recherche mternafonale. 



La figure des desslns a publier avec I'abrege est la suivante: 
Figure n° O suggeree par le deposant. 

| | parce que le deposant n*a pas suggere de figure. 

| | parce que cette figure caractense mieux I'invention. 
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